This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



PATENT APPLICATION 
Attorney's Docket No. 262-011815 



IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 

In re application of 

Ludwig STOCKL PROCESS AND DEVICE FOR THE 

PARALLEL PREPARATION OF AT 

Serial No. Not Yet Assigned LEAST 4n OLIGONUCLEOTIDES 

Filed Concurrently Herewith 

Pittsburgh, Pennsylvania 
October 26, 2001 



CLAIM FOR PRIORITY UNDER 35 U.S.C. §119 



Commissioner for Patents 
Washington D.C. 20231 

Sir: 

Attached hereto is a certified copy of German Patent Application No. 199 19 607.9, 
which corresponds to the above-identified United States application and which was filed in 
the German Patent Office on April 29, 1999. 

The priority benefits provided by Section 119 of the Patent Act of 1952 are claimed 
for this application. 

Respectfully submitted, 

WEBB ZIESENHEIM LOGSDON 
ORKIN & HANSON, P.C. 




Jarbara E^Jf^on, Reg. No. 31,198 
Attorney for Applicant 
700 Koppers Building 
436 Seventh Avenue 
Pittsburgh, PA 15219-1818 
Telephone: 412/471-8815 
Facsimile: 412/471-4094 



BUNDESREFUoLIK DEUTSCHLAND 




o 
I-. 



u 



Prioritatsbescheinigung uber die Einreschung 
einer Patentanmeldung 



Aktenzeichen: 

Anmeldetag: 

Anmelder/lnhaber: 



199 19 607.9 



29. April 1999 



Metabion GmbH Gesellschaft fur angewandte 
Biotechnologie , Planegg/DE 



Bezeichnung: 



Verfahren und Vorrichtung zur parallelen Herstellung 
von wenigstens 4n Oligonukleotiden 



IPC: 



C 07 H, C 07 B und B 01 J 



Die angehefteten Stiicke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ur- 
sprunglichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 



Munchen, den 26. September 2001 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 

Im Auftrag 



Mclnbion GmbH 



- 1 - 



1A-81 560 



Verfahren und Vorrichtung zur parallelen Herstellung von 
wenigstens 4n Oligonukleot iden 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren und eine 
Vorrichtung zur parallelen Herstellung von wenigstens 4n Oligo- 
nukleotiden . 

Aus der DE 42 06 488 Al sind ein Verfahren und eine Vorrichtung 
zur Herstellung von Oligonukleotiden bekannt. Die bekannte 
Vorrichtung weist vier ubereinanderliegende Stabe .auf , deren 
Kontaktf lachen durch Schleifen und Polieren so bearbeitet sind, 
da£ die Stabe spaltfrei relativ zueinander verschoben werden 
konnen. Einer der Stabe enthalt Reaktionsraume , die liber Zu- 
und Abgangsleitungen in den iibrigen Staben befiillt und entleert 
werden konnen. Die einzelnen Reaktionsraume werden nacheinander 
mit Reagenzien befiillt. Damit die erwahnten Kontaktf lachen der 
verschiebbaren Stabe gegeneinander gut abdichten, ist eine sehr 
prazise Bearbeitung dieser Kontaktf lachen notwendig und die 
Stabe miissen aus verschlei3bestandigem Material bestehen, 
beispielsweise aus rostfreiem Stahl oder aus bestimmten Glas- 
werkstof f en . 

Der Bedarf an Oligonukleotiden steigt standig und es besteht 
daher der Wunsch, eine moglichst groBe Anzahl von Oligonukleo- 
tiden kostengunstig, in kurzer Zeit und mit hoher Qualitat 
herzustellen. Dabei kann es sich um gleichartige oder urn ver- 
schiedene Oligonukleotide handeln. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein verbesser- 
tes Verfahren und eine verbesserte Vorrichtung zur Herstellung 
von Oligonukleotiden bereitzustellen, die dem zuvor genannten 
Wunsch Rechnung tragt. 

Diese Aufgabe ist erf indungsgemaB durch das im Patentanspruch 1 
angegebene Verfahren zur parallelen Herstellung von wenigstens 
4n Oligonukleotiden gelost. Bei dem erf indungsgemaften Verfahren 
werden wenigsten vier Einschube mit je n Reaktionsgef alien 
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(n > 1) auf bzw. in einem Teller derart angeordnet, da£ ein 
erster Einschub sich an einer ersten Station, ein zweiter 
Einschub sich an einer zweiten Station, ein dritter Einschub 
sich an einer dritten Station, und ein vierter Einschub sich an 
einer vierten Station befinden. Jedes Reaktionsgef a3 enthalt 
eine zur Synthese von Oligonukleotiden erf orderliche Startbase, 
die beispielsweise an einen inerten Trager gebunden ist. 
Anstelle einer Startbase kann auch ein Fachleuten bekannter, 
sogenannter Universaltrager verwendet werden. Als Tragermateri- 
al kann z.B. poroses Glas, sogenanntes controlled pore glass 
(CPG) verwendet werden. An den genannten vier Stationen werden 
dann parallel eine Reihe von Operationen zur Oligonukleotidsyn- 
these durchgef iihrt . 

So wird gleichzeitig in alien n Reakt ionsgef afien des sich an 
der ersten Station befindenden Einschubs eine sogenannte 
Deblock-Operation durchgef lihrt , mit der an den Startbasen 
vorhandene Schutzgruppen abgespalten werden, urn spater einzelne 
Nukleotid-Bausteine an die Startbase ankoppeln zu konnen. Diese 
Schutzgruppen werden auch als DMT-Gruppen bezeichnet. Gleich- 
zeitig mit der an der ersten Station stattf indenden Deblock- 
Operation findet an der zweiten Station, wiederum gleichzeitig 
in alien n Reaktionsgef a/3en , die sich an der zweiten Station 
befinden, eine erste Wasch-Operation statt, mit der die zuvor 
abgespaltenen Schutzgruppen aus den Reaktionsgef aBen ausgewa- 
schen werden. Ebenfalls gleichzeitig mit den beiden zuvor 
genannten Operationen findet in alien sich an der dritten 
Station befindenden n Reaktionsgef aBen eine sogenannte Cou- 
pling-Operation statt, mittels derer die gewiinschten einzelnen 
Nukleotide an die sich in den Reaktionsgef aften befindenden 
Startbasen oder Nukleotidketten angekoppelt werden. Wiederum 
zeitgleich mit den vorgenannten drei Operationen findet gleich- 
zeitig in alien n Reaktionsgef a3en des sich an der vierten 
Station befindenden Einschubes eine Abfolge von Operationen 
statt, namlich zunachst eine zweite Wasch-Operation, an die 
sich eine sogenannte Capping-Operation anschlieBt, mittels 
derer in den Reaktionsgef a£en diejenigen Oligonukleotide blok- 
kiert werden, die in der vorangegangenen Coupling-Operation 



V 



Mclabion GmbH - 3 - 1A-81 560 

nicht die gewunschte Kettenver langerung erfahren haben, gefolgt 
von einer dritten Wasch-Operation, an die sich eine Oxidations- 
Operation zum Stabilisieren des Phosphat-Grundgeriistes der 
Oligonukleotide anschlieBt, und schlieBlich eine vierte Wasch- 
Operation. 

Erf indungsgemaft wird entweder der Drehteller stationsweise 
durch die genannten vier Stationen rotiert, so da3 jeder Ein- 
schub die einzelnen Stationen nacheinander durchlauft, oder die 
Stationen werden relativ zu den Einschtiben jeweils eine Station 
weiterbewegt . Diese stationsweise Relativbewegung zwischen den 
Einschtiben und den Stationen erfolgt solange, bis die gewtinsch- 
ten Oligonukleotide durch Aneinanderkoppeln der einzelnen 
Nukleotide entstanden sind . 

Der erf indungsgemaB mittels des Durchlaufens der vier Stationen 
realisierte Synthesezyklus an sich ist bekannt und braucht 
daher nicht im einzelnen erlautert zu werden. Allerdings wird 
mittels des erf indungsgemaften Verfahrens dieser Synthesezyklus 
extrem zeitsparend abgearbeitet , indem zum einen alle sich an 
einer Station befindenden n Reaktionsgef a£e zugleich der an 
dieser Station stattf indenden Operation bzw. den dort stattfin- 
denden Operationen unterzogen werden , und indem zum zweiten 
parallel an alien vier Stationen Operationen stattf inden. Des 
weiteren nutzt das erf indungsgemai3e Verfahren auf intelligente 
Weise den Umstand, daft die an der ersten Station ausgefuhrte 
Deblock-Operation und die an der dritten Station ausgefuhrte 
Coupling-Operation die am langsten dauernden Operationen sind 
(und damit die notwendige Verweilzeit pro Station vorgeben) , 
indem die deutlich schnelleren Capping- und Oxidations- 
Operationen nacheinander an nur einer Station (der vierten 
Station) durchgefiihrt werden. 

Beide MaGnahmen flihren dazu, daft das erf indungsgemafte Verfahren 
gegenuber bekannten Verfahren zur Oligonukleotidsynthese erheb- 
lich schneller ist. Die Produktivitat ist auf diese Weise 
erhoht und die Herstellkosten fur Oligonukleotide konnen ge- 
senkt werden. Dariiber hinaus konnen groBere Mengen an Oligonu- 
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kleotiden in ktirzerer Zeit zur Verfligung gestellt werden. Sind 
beispielsweise pro Einschub 24 Reaktionsgef afte vorhanden und 
wird als Taktzeit pro Station eine Zeitdauer von 60 Sekunden 
veranschlagt , dann lassen sich innerhalb von ca . 90 Minuten 96 
5 Oligonukleotide mit je 20 Nukleotidbausteinen erzeugen. Geht 
man ferner davon aus, daft etwa alle 100 Minuten ein neuer 
Durchlauf gestartet werden kann, erreicht man mit dem erf in- 
dungsgemaBen Verfahren eine Produktion von 1.350 Oligonukleoti- 
den pro Tag. Dies entspricht nahezu der 40-fachen Menge, die 
10 mit dem Gerat gemaft der eingangs genannten DE 42 06 488 Al 
hergestellt werden kann. 

J|H GemaB einer bevorzugten Ausgestaltung des erf indungsgemaBen 

Verfahrens findet an der zweiten Station zusammen mit der dort 

15 durchgef uhrten ersten Wasch-Operation eine Monitoring-Operation 
statt, die Aufschlu/3 liber die Qualitat der an der ersten Stati- 
on durchgef uhrten Deblock-Operation gibt. Vorzugsweise erfolgt 
diese Monitor ing-Operation mittels einer Online-Messung der 
Leitf ahigkeit einer fiir die erste Wasch-Operation verwendeten 

20 Waschf llissigkeit . Alternativ kann die Monitoring-Operation 
mittels einer Online-Messung der Farbintensitat der fiir die 
erste Wasch-Operation verwendeten Waschf llissigkeit erfolgen, 
wobei insbesondere eine Messung mittels UV-Licht verwendet 
wird. Die Wellenlange des verwendeten UV-Lichtes hat vorzugs- 

2 5^ weise eine Wellenlange von 455 - 465 nm. 

^^GemaB einer besonders bevorzugten Ausgestaltung des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens wird dann, wenn an der zweiten Station 
zusatzlich zur ersten Wasch-Operation auch die Monitoring- 

30 Operation stattfindet, die erste Wasch-Operation solange durch- 
geflihrt, bis die Monitoring-Operation ergibt, daS die in der 
vorangegangenen Deblock-Operation entf ernten Schutzgruppen 
vollstandig ausgespult sind- Der Begriff " vollstandig" ist 
dabei nicht in einem absoluten Sinne zu verstehen, sondern 

35 bezieht sich auf die Nachweisgrenze des im Rahmen der Monito- 
ring-Operation verwendeten MeBverf ahrens . Durch eine solche 
Verf ahrensweise wird der Verbrauch an Waschf llissigkeit redu- 
ziert, weil aufgrund der kontinuier lichen Uberwachung und 



Mctnbion GmbH - 5 - IA-81 560 

Auswertung der die Reaktionsgef aBe verlassenden Waschf liissig- 
keit die erste Wasch-Operat ion sofort beendet wird, wenn das 
gewunschte Ergebnis erreicht ist. Des weiteren wird mit einer 
solchen Verf ahrensweise eine Qualitatssteigerung erzielt, da 
die erste Wasch-Operation nicht nach einer vorgegebenen Zeit- 
dauer beendet wird, sondern ihre Beendigung vom Erreichen eines 
bestimmten Ergebnisses abhangt. 

Vorteilhaft wird in dem er f indungsgemaBen Verfahren bei der an 
der dritten Station durchgef uhrten Coupling-Operation eine 
ausgewahlte Nukleotid-Base gleichzeitig mit einexn Aktivator 
(Katalysator) den Reaktionsgef aBen zugegeben. Diese gleich- 
zeitige Zugabe von Nukleot id-Baustein und Aktivator spart 
wertvolle Zeit bei einer Operation, die wie oben ausgefiihrt 
taktzeitbestimmend ist. Als Aktivator wird vorzugsweise Tetra- 
zol verwendet. 

Des weiteren wird bei der an der dritten Station durchgef uhrten 
Coupling-Operation falls gewunscht auch eine Markierungsgruppe 
(label) den Reaktionsgef a3en zugegeben, die eine spatere Iden- 
tifikation des erzeugten Oligonukleotids Oder eines daraus 
erzeugten Produktes erleichtert. Die Markierungsgruppe ist 
insbesondere ein Basenanalogon , ein Farbstoff oder ein Hapten. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren ist vorzugsweise als DurchfluB- 
verfahren ausgestaltet , d-h. die Reaktionsgef aBe sind als 
Durchf luBgef aBe ausgebildet, beispielsweise indem jedes Reakti- 
onsgefaB oben und unten durch einen Frittenboden verschlossen 
ist. Die den Reaktionsgef aBen zuzuf uhrenden Flussigkeiten 
(Reagenzien, Waschf lussigkeit etc.) werden bei einem solcherma- 
Ben ausgestalteten Verfahren vorzugsweise durch Anlegen eines 
Druckgef alles zwischen jedem Reaktionsgef aBeinlaB und jedem 
Reaktionsgef aBauslaB in die einzelnen Reaktionsgef aBe hinein 
und aus ihnen heraus befordert. Das Druckgef alle kann entweder 
durch einen Uberdruck in den Vorratsbehaltern fur die Reagenzi- 
en, Waschf lussigkeiten etc. oder durch Anlegen eines Unter- 
drucks an die Reaktionsgef aBauslasse erzeugt werden. Dabei muB 
der EinlaB jedes Reaktionsgef aBes nicht unbedingt oben angeord- 
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net sein, sondern kann sich durchaus auch unten befinden, 
wahrend der Rekt ionsgef aBauslaB oben angeordnet ist. Eine 
solche Anordnung hat den Vorteil, daB die jedem Reaktionsgef aB 
von unten zugegebenen Flussigkeiten und Reagenzien das in den 
5 Reaktionsgef aBen enthaltene Tragermaterial, beispielsweise die 
Glasktigelchen, hochwirbeln und auf diese Weise eine bessere 
Durchmischung der zugegebenen Fliissigkeit im Reaktionsgef aB 
ermoglichen. 

10 Die eingangs genannte Aufgabe ist erf indungsgemaB auch durch 
eine Vorrichtung zur parallelen Herstellung von wenigstens 4n 

• Oligonukleotiden geldst, die eine erste Station zur Durchfuh- 
rung einer Deblock-Operation , eine zweite Station zur Durchfuh- 
rung einer ersten Wasch-Operation , eine dritte Station zur 
15 Durchfuhrung einer Coupling-Operation, und eine vierte Station 
aufweist, an der nacheinander eine zweite Wasch-Operation, eine 
Capping-Operation, eine dritte Wasch-Operation, eine Oxidati- 
ons-Operation und eine vierte Wasch-Operation durchgefuhrt 
werden. Die genannten vier Stationen sind in Umf angsrichtung 
20 auf einanderf olgend angeordnet und haben voneinander in Umfangs- 
richtung vorzugsweise einen gleichen Abstand. 

Die erfindungsgeraaBe Vorrichtung umfaBt des weiteren einen 
Teller, in dem wenigstens vier Einschtibe mit je n Reaktionsge- 

25 faBen derart angeordnet werden konnen, da/3 ein erster Einschub 
sich an der ersten Station, ein zweiter Einschub sich an der 
^(Rweiten Station, ein dritter Einschub sich an der dritten 

Station, und ein vierter Einschub sich an der vierten. Station 
befindet. Vorzugsweise ist der die Einschiibe aufnehmende Teller 

30 als Drehteller ausgebildet, der stationsweise durch die genann- 
ten vier Stationen rotiert werden kann. Ebenso ist es jedoch 
moglich, die Stationen relativ zu dem die Einschiibe enthalten- 
den Teller zu bewegen. 

35 Jedes Reaktionsgef a/3 ist als Durchf luflgef afl mit einem Reakti- 
onsgef a/3einla6 und einem gegeniiber angeordneten Reaktionsge- 
faBauslaB ausgefuhrt. In jeder der vier Stationen ist den 
Reaktionsgef a6e in lassen eine Fliissigkeits-Zuf uhreinrichtung 
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zugeordnet. Die der dritten Station zugeordnete Zuf iihreinr ich- 
tung weist vorzugsweise n Zuf uhrventile auf, damit jedem Reak- 
tionsgefaB selektiv ein bestimmter Nukleotidbaustein zugegeben 
werden kann . In den ubrigen Stationen ist es nicht erforder- 
5 lich, die Zuf iihreinr ichtung mit n Zuf uhrventilen zu versehen, 

denn die dort ablaufenden Operationen werden hinsichtlich aller 
Reaktionsgef aBe mit den gleichen Reagenzien oder Fliissigkeiten 
durchgef iihrt . Unter bestimmten Umstanden ist es allerdings auch 
fur die Zuf iihreinr ichtungen der restlichen Stationen wunschens- 
'10 wert, diese mit jeweils n Zuf uhrventilen zu versehen, bei- 

spielsweise dann, wenn unterschiedlich lange Oligonukleotide 

•erzeugt werden sollen. Es ist dann namlich moglich, die kiirzer- 
kettigen, bereits fertigen Oligonukleotide von weiteren, 
unnotigen Deblock-Operationen auszunehmen, indem die den ent- 
15 sprechenden Reaktionsgef aBen zugeordneten Zuf uhrventile der 

ersten Station einfach nicht mehr geoffnet werden. Eine wieder- 
holt ausgefiihrte, unnotige Deblock-Operation kann namlich bei 
bereits fertigen Oligonukleotiden zu einer Qualitatsverschlech- 
terung fuhren, weil einzelne Basen der Oligonukleotide heraus- 
20 getrennt werden, wodurch das betreffende Oligonukleotid 

verandert bzw. zerstort wird. Des weiteren la£t sich dann, wenn 
die Zuf iihreinrichtung jeder Station mit n Zuf uhrventilen verse- 
hen ist, der Verbrauch an Reagenzien und anderen Fliissigkeiten 
minimieren, weil diese nur noch den Reaktionsgef aBen zugeleitet 
25 werden, in denen sie tatsachlich benotigt werden. 

^PPtJedem Reaktionsgef aBauslaB ist in ]eder Station ein AblaBkanal 
zugeordnet, in den die aus den Reaktionsgef aBen austretenden 
Fliissigkeiten flieBen. Die erf indungsgemaBe Vorr ichtung ist so 

30 ausgestaltet , daB sich dann, wenn sich die Einschiibe in einer 
Station befinden, jeder Reaktionsgef aBeinlaB in dichtendem 
Eingriff mit der zugehorigen Zuf iihreinr ichtung und jeder Reak- 
tionsgef aBauslaB in dichtendem Eingriff mit dem zugehorigen 
AblaBkanal befindet. GemaB einer Ausf uhrungsf orm der erfin- 

35 dungsgemaBen Vorrichtung sind die Reaktionsgef aBeinlasse oben 
und die Reaktionsgef aBauslasse unten angeordnet. Die Anordnung 
kann jedoch auch umgekehrt sein, so daB den Reaktionsgef aBen 
die Reagenzien und die sonstigen Fliissigkeiten von unten zuge- 
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geben werden. Dies kann bezuglich der Durchmischung in den 
Reaktionsgef aBen von Vorteil sein. 

Wenn eine Relat ivbewegung urn eine Station durchgefuhrt wird, 
besteht zumindest zwischen den Reaktionsgef aBeinlassen und der 
Zuf uhreinrichtung bzw. den Zuf iihrventilen ein kleiner axialer 
Abstand. Auf diese Weise ist der VerschleiB der Dichtflachen 
deutlich herabgesetzt und es besteht dennoch kaum eine Moglich- 
keit des Zutritts unerwiinschter Stoffe zu den Reaktionsgef aBen . 



GemaB einer Ausgestaltung der erf indungsgemaBen Vorrichtung 

#befindet sich letztere in einem abgeschlossenen Raum mit einer 
Inertgas-Umgebung, so daB die Oligonukleotidsynthese nicht 
durch Wasser bzw. Wasserdampf beeintracht igt werden kann* Das 
15 Inertgas, beispielsweise Argon oder Stickstoff, kann vorteil- 
haft oben auf die erf indungsgemaBe Vorrichtung kontinuierlich 
aufgegeben werden und sinkt dann langsam uber die Vorrichtung 
herab. Auf diese Weise ist der Inertgasverbrauch vermindert, 
denn es wird lediglich die Vorrichtung selbst mit einem schiit- 
20 zenden Mantel aus Inertgas umgeben . 

Bei einer Ausf uhrungsf orm der erf indungsgemaBen Vorrichtung 
besteht auch zwischen den Reaktionsgef aBauslassen und den 
AblaBkanalen ein kleiner axialer Abstand, wahrend die stations- 

25 weise Relat ivbewegung stattfindet. Vorzugsweise ist die erfin- 

y^^kdungsgemaBe Vorrichtung dabei so ausgestaltet , daB alle 
PROTFlussigkeits-Zuf iihreinrichtungen in oder auf einer Ventiltra- 
gerplatte und alle AblaBkanale in einer Absaugplatte aufgenom- 
men sind. Die erf indungsgemaBe Vorrichtung umfaBt demnach in 

30 dieser Ausf uhrungsf orm als wesentliche Bestandteile drei iiber- 
einander angeordnete Platten, von denen die mittlere Platte der 
Teller ist. Die Ventiltragerplatte und die Absaugplatte haben 
eine plane Anlageflache zum Teller und die Reaktionsgef aBein- 
lasse sind vorzugsweise blindig mit der Oberseite des Tellers 

35 und die Reaktionsgef aBauslasse vorzugsweise bundig mit der 
Unterseite des Tellers ausgebildet, so daB durch einf aches 
Aneinanderlegen der Ventiltragerplatte, des Tellers und der 
Absaugplatte eine dichte Verbindung zwischen den Reaktionsgef a- 
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Ben und den Zuf uhrventi len sowie den Ablaftkanalen erhalten 
werden kann. Zur einwandf reien und kostengtinstigen Abdichtung 
konnen beispielsweise Dichtringe aus einem Elastomermater ial in 
der planen Anlagef lache der Ventiltragerplatte und der planen 
5 Anlagenf lache der Absaugplatte aufgenommen sein, die jeden 

Reaktionsgef a£einla3 dicht mit dem entsprechenden Zufuhrventil 
und jeden Reaktionsgef a£ausla£ dicht mit dem zugehorigen Abla£- 
kanal verbinden. 



10 In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung der erf indungsge- 
maBen Vorrichtung sind die Ventiltragerplatte und die Absaug- 

#platte drehfest und der Drehteller sowie die Absaugplatte sind 
relativ zur Ventiltragerplatte absenkbar. Zum Drehen des Dreh- 
tellers urn eine Station wird letzterer zusammen mit der Absaug- 
15 platte geringfiigig gegeniiber der Ventiltragerplatte abgesenkt, 
urn eine Station gedreht, und dann wieder in Anlage mit der 
Ventiltragerplatte nach oben verfahren. Dabei wird die Absaug- 
platte etwas weiter als der Drehteller abgesenkt, so daft zwi- 
schen der Absaugplatte und dem Drehteller ein kleiner Spalt 
20 besteht und die vorhandenen Dichtungen beim Drehen des Drehtel- 
lers keiner Scherbelastung ausgesetzt sind. Beim Hochfahren des 
Drehtellers im AnschluG an dessen Drehung wird auch die Absaug- 
platte wieder in dichtende Anlage mit der Unterseite des Dreh- 
tellers gefahren. 

25 

«ei alien Ausf iihrungsf ormen der erf indungsgemaGen Vorrichtung 
rstrecken sich die Einschube vorzugsweise radial beziiglich des 
Drehtellers, wobei die Reaktionsgef aBe in zumindest einer Reihe 
angeordnet sind. Zur VergroBerung der Kapazitat der erfindungs- 
30 gemaBen Vorrichtung weist jeder Einschub vorzugsweise zwei 

zueinander parallele, sich radial erstreckende Reihen Reakti- 
onsgefaGe auf. 

Die Einschube der erf indungsgemaften Vorrichtung bestehen vor- 
35 zugsweise aus Kunststoff, insbesondere aus PEEK (Polyether- 

etherketon) . Es ist bei der erf indungsgema/ien Vorrichtung nicht 
notwendig, die Einschube aus Edelstahl oder aus Glaskeramik 
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herzustellen, da die Einschube keiner abrasiven Beanspruchung 
unterliegen . 

Jeder Einschub ist gemaB einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm so 
5 ausgestaltet , daB er auf seinen Langsseiten mindestens eine 

Codiernut und/oder einen Codiervorsprung aufweist. Die Codier- 
nut eines Einschubs wirkt mit einem komplementar geformten 
Codiervorsprung des Drehtellers zusammen und ein Codiervor- 
sprung des Einschubs wirkt mit einer komplementar geformten 
10 Codiernut des Drehtellers zusammen. Bei jedem Einschub ist 

mindestens die Codiernut oder der Codiervorsprung verschieden 

#von den anderen Einschuben ausgefuhrt, so daB ein bestimmter 
Einschub nur an einer bestimmten Stelle in den Drehteller 
eingeschoben werden kann. Die Einschube konnen auch mehrere 
15 Codiernuten und/oder Codiervorsprunge aufweisen. 



Vorzugsweise sind die Codiernuten und Codiervorsprunge der 
Einschube so ausgestaltet , daB alle Einschiibe einer erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung zu Reaktionsgef aBplatten zusammensetzbar 
20 sind, beispielsweise zu Reaktionsgef aBplatten im MTP-Format. 

Das weitere Handling der mittels der erf indungsgemaften Vorrich- 
tung hergestellten Oligonukleotide wird so vereinfacht. 

Das erf indungsgemafie Verfahren wird anhand eines AusfiAhrungs- 
25 ^ beispiels der erf indungsgemaBen Vorrichtung unter Bezugnahme 
^auf die beigefiigten schematischen Figuren naher erlautert. Es 
:eigt : 

Fig. 1 ein Funktionsschema eines Ausf uhrungsbeispiel einer 
30 erf indungsgemaBen Vorrichtung zur parallelen Herstel- 

lung von 96 Oligonukleotiden, 




35 



Fig. 



2 



einen in der erf indungsgemaBen Vorrichtung verwendeten 
Einschub im in der Vorrichtung' befindlichen Zustand, 
und 
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Fig- 3 eine Reihe unterschiedlich kodierter Einschube, von 
denen jeweils vier zu einer Reakt ionsgef aflplatte im 
MTP-Format kombinierbar sind. 

5 Figur 1 zeigt in der Mitte schematisiert eine Vorrichtung 10 

zur parallelen Herstellung von 96 Oligonukleotiden . Wesentliche 
Bestandteile der Vorrichtung 10 sind drei ubereinander angeord- 
nete plattenf ormige Gebilde, namlich eine oben angeordnete 
Ventiltragerplatte 12, eine unten angeordnete Absaugplatte 14 
10 und ein zwischen diesen beiden Platten angeordneter Drehteller 
16. Dieser Drehteller 16 kann relativ zu der drehfesten Ventil- 
^•■rtragerplatte 12 und der ebenfalls drehfesten Absaugplatte 14 
■jrTtjWgedreht werden. 

15 In dem Drehteller 16 befinden sich vier herausnehmbare Einschti- 
be 18, in denen jeweils vierundzwanzig Reaktionsgef aBe 20 
ausgebildet sind, die in zwei parallelen Reihen zu je zwolf 
Reaktionsgef a3en 20 angeordnet sind (siehe Figur 2) . Jedes 
Reaktionsgef a/3 20 ist oben und unten durch je einen Frittenbo- 

20 den 22 verschlossen und enthalt Glaskugelchen aus CPG 

(controlled pore glass) , an die die jeweiligen Startbasen 
gebunden sind. Jedes Reaktionsgef a6 20 hat oben einen Reakti- 
onsgef afteinlaft 24 und unten einen Reaktionsgef a£auslai3 26. Die 
vier Einschiibe 18 sind in dem runden Drehteller 16 unter einem 

25 Abstand von jeweils 90° zum nachsten Einschub 18 derart ange- 

•ordnet, daB sie radial in den Drehteller 16 eingefuhrt und aus 
D.hm herausgezogen werden konnen. 

Die Vorrichtung 10 weist vier separate Stationen 28, 30, 32, 34 
30 auf, an denen bestimmte, zur Oligonukleotidsynthese erf order li- 
che Operationen durchgefiihrt werden. Die Stationen 28, 30, 32 
und 34 folgen in Drehrichtung r des Drehtellers 16 im Abstand 
von jeweils 90° aufeinander. An jeder Station 28, 30, 32, 34 
ist in oder auf der Ventiltragerplatte 12 eine Fltissigkeits- 
35 Zuf uhreinrichtung 3 6 mit vierundzwanzig Zuf uhrventilen 38 

derart angeordnet, daft jedem Reaktionsgef a£einlai3 24 ein Zu- 
fiihrventil 38 zugeordnet ist. An jeder Station 28, 30, 32, 34 
ist des weiteren unterhalb jedes Reaktionsgef a&auslasses 26 ein 
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AblaBkanal 40 in der Absaugplatte 14 ausgebildet, durch den aus 
dem zugehorigen Reakt ionsgef aB 20 austretende Fliissigkeit 
abgefiihrt wird. 

Der Drehteller 16 ist mittels einer nicht dargestellten Hub- 
und Senkeinrichtung relativ zur Ventiltragerplatte 12 absenk- 
bar. Mit derselben Hub- und Senkeinrichtung kann auch die 
Absaugplatte 14 relativ zur Ventiltragerplatte 12 und zum 
Drehteller abgesenkt und wieder angehoben werden. Mittels der 
Hub- und Senkeinrichtung konnen demnach die Reaktionsgef aBein- 
lasse 24 aller Reaktionsgef aBe 20 dichtend an die zugeordneten 
Zuf uhrventile 38 und die AblaBkanale 40 dichtend an die zuge- 
ordneten Reaktionsgef aBauslasse 26 angelegt werden. Bei der 
dargestellten Ausf uhrungsf orm hat der Drehteller 16 eine plane 
Oberseite 42, die mit einer planen Anlageflache 44 der Ventil- 
tragerplatte 12 zusammenwirkt , und eine plane Unterseite 46 , 
die mit einer planen Anlageflache 48 der Absaugplatte 14 zusam- 
menwirkt. Die eigentliche Abdichtung zwischen der Oberseite 42 
des Drehtellers 16 und der Anlageflache 44 und zwischen der 
Unterseite 46 des Drehtellers 16 und der Anlageflache 48 iiber- 
nehmen O-Ringe aus Elastomermaterial , die urn jeden Reaktionsge— 
faBeinlaB 24 und jeden Reaktionsgef aBauslaB 26 herum angeordnet 
sind und entweder in die Oberseite 42 Oder die Anlageflache 44 
und in die Anlageflache 48 oder die Unterseite 46 des Drehtel- 
a ers 16 eingelassen sind. 

±m folgenden wird die Funktion der Vorrichtung 10 zur Oligonu- 
kleotidsynthese naher erlautert. Angenommen sei dabei., da6 sich 
in jedem Reaktionsgef a6 20 ein Festphasentrager ( f einkorniges 
CPG-Glassubtrat) befindet, an den ein erstes Nukleotid 
(Startbase) gebunden ist. Weitere Nukleotide sollen an dieses 
erste Nukleotid gebunden werden. Erwahnt sei, da£ jedes neu 
hinzugegebene Nukleotid sich nur mit einem seiner Enden, dem 
sogenannten 3 f -Ende ankoppeln kann, weil sein anderes Ende, das 
sogenannte 5 f -Ende, mit einer Schutzgruppe (DMT-Gruppe) verse- 
hen ist, .die verhindert, daB die dem Reaktionsgef aB 20 neu 
zugegebenen Nukleotide untereinander reagieren. 
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Beginnend an einer ersten Station 28 werden in einer sogenann- 
ten Deblock-Operation die DMT-Gruppen (Schutzgruppen) von dem 
an dem Festphasentrager gebundenen Startnukleotid (oder einer 
mittlerweile gebildeten Nukleotidkette) abgespalten, urn das 
5 1 -Ende des Nukleotidstrangs reaktionsf ahig zu machen. Die 
Abspaltung der Schutzgruppen wird durch Zugabe von TCA 
(Trichloressigsaure; genauer 3%-ige Trichloressigsaure in 
Dichlormethan) erreicht. Hierzu werden die Zuf uhrventile 38 der 
ersten Station 28, die liber eine Leitung 50 mit einem Vorrats- 
behalter 52 fur TCA verbunden sind, 5 Sekunden geoffnet und 
dann wieder geschlossen. Die den Reaktionsgef aBen 20 zugegebene 
TCA-L6sung verbleibt dann 50 Sekunden lang in den Reaktionsge- 
faBen 20. Sodann wird durch Anlegen von Unterdruck an die 
AblaBkanale 40 der ersten Station 28 die TCA-Losung aus den 
Reaktionsgef aBen 2 0 abgesaugt. 

Der Drehteller 16 und die Absaugplatte 14 werden dann abge- 
senkt, bis sich zwischen der Ob<erseite 4 2 des Drehtellers. 16 
und der Anlageflache 44 sowie zwischen der Unterseite 46 des 
Drehtellers 16 und der Anlageflache 48 ein kleiner Spalt gebil- 
det hat. Darauf hin wird der Drehteller 16 um 90° im Uhrzeiger- 
sinn gedreht, so daB der sich zu Beginn in der ersten Station 
2 8 befindende Einschub 18 mit seinen Reaktionsgef aBen 2 0 sich 
1 nunmehr in der zweiten Station 3 0 befindet. Die Absaugplatte 14 
d der Drehteller 16 werden wieder in dichtende Anlage mitein- 
der und mit der Ventiltragerplatte 12 gefahren. 

In der zweiten Station 3 0 findet eine erste Wasch-Operation 
statt, wahrend der die Reaktionsgef aBe 2 0 intensiv gespiilt 
werden. Dies geschieht durch Zugabe von Acetonitril, wozu die 
Zufuhrventile 38 der zweiten Station 30, die uber eine Leitung 
54 mit einem Acetonitril-Vorratsbehalter 56 verbunden sind, 
geoffnet werden. Die Acetonitril-LSsung lauft durch die Reakti- 
onsgef aBeinlasse 24 in jedes Reaktionsgef aB 20 und aus den 
Reaktionsgef aBauslassen 26 wieder heraus in die AblaBkanale 40 
der zweiten Station 30. 
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In die AblaBkanale 40 der zweiten Station 30 integriert ist 
eine MeBeinrichtung 58, mittels derer online die Qualitat der 
an der ersten Station 28 stattgef undenen Deblock-Operation 
uberpriift werden kann. Hierzu wird die aus den Reaktionsgef aBen 
20 stromende Acetonitril-Losung durch Messung ihrer Leitfahig- 
keit oder durch Messung ihrer Farbintensitat untersucht. Die in 
der Deblock-Operation entfernten Schutzgruppen lassen sich 
beispielsweise optisch als orange Einfarbung der Acetonitril- 
Losung erkennen. Stellt die MeBeinrichtung 58 keine solche 
Einfarbung mehr fest, kann davon ausgegangen werden, daB alle 
entfernten Schutzgruppen aus den Reaktionsgef aBen 2 0 herausge- 
spiilt worden sind. Veranschlagt wird hierfur eine Zugabezeit 
von 15 Sekunden, jedoch wird die Acetonitril-Losung aus dem 
Behalter 56 den Reaktionsgef aBen 2 0 mittels der Zuf uhrventile 
38 solange zugefiihrt, bis keine Einfarbung der die Reaktionsge- 
faBe verlassenden Flussigkeit mehr festgestellt werden kann. 

Sodann wird der Drehteller 16 wie zuvor beschrieben eine Stati- 
on weiter gedreht. Der betrachtete Einschub 18 befindet sich 
damit in der dritten Station 32. Dort findet die eigentliche, 
kettenverlangernde Reaktion statt, die als Coupling-Operation 
bezeichnet wird. Zur Kettenverlangerung muB den sich in den 
Reaktionsgef aBen 2 0 befindenden Nukleotidketten eine weitere 
Nukleot id-Base zugegeben werden, die dann an das in der zweiten 
"tat ion 3 0 reaktionsf ahig gemachte Ende der Nukleotidkette 

koppelt. Zur Auswahl der gewunschten Nukleot id-Base steht die 
der dritten Station 3 2 zugeordnete Flussigkeits-Zuf iihr- 
einrichtung 36 in f luidleitender Verbindung mit einem- Auswahl- 
ventilblock 60, der sieben Auswahlventile 62 aufweist. Je eines 
der Auswahlventile 62 ist mit einem Adenosin-Vorratsbehalter 
64, einem Cytosin-Vorratsbehalter 66, einem Guanosin-Vorrats- 
behalter 68 und einem Thymidin-Vorratsbehalter 70 verbunden. 
Ein weiteres Auswahlventil 62 ist mit einem Vorratsbehalter 72 
fur Tetrazol verbunden, das als Aktivator dient. Die zwei 
restlichen Auswahlventile 62 sind mit Vorratsbehaltern 74 und 
76 verbunden, die beispielsweise Markierungsreagenzien enthal- 
ten konnen, etwa oder ein Farbstoff und Hapten. Solche Markie- 
rungsreagenzien konnen wahrend der Coupling-Operation zugegeben 
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werden, urn spater eine Identif ikation eines mit dem Oligonu- 
kleotid erzeugten Produktes zu ermoglichen. 

Durch Offnen des der gewunschten Nukleot id-Base zugeordneten 
5 Auswahlventiles 62 und der entsprechenden Zuf lihrventile 38 kann 
die ausgewahlte Nukleotid-Base den Reaktionsgef aBen 20 zugege- 
ben werden. Als Zugabezeit werden etwa 2,5 Sekunden veran- 
schlagt. Gleichzeitig mit der Nukleotid-Base und/oder kurz 
davor und, falls erf orderlich, auch danach wird der Aktivator 
10 durch Offnen des entsprechenden Auswahlventils 62 (und der 

Zuf lihrventile 38) den Reakt ionsgef aBen 2 0 zugegeben. Auf die 
Zugabe der Nukleotid-Basen und des Aktivators folgt eine Warte- 
^zeit von etwa 3 0 Sekunden, urn den neu hinzugegebenen Bausteinen 
Zeit zu geben, an die bestehende Kette anzukoppeln. 
15 

In der dritten Station 32 kann alien Reaktionsgef aBen 20 die- 
selbe Nukleotid-Base zugegeben werden, beispielsweise Cytosin. 
Ebenso konnen jedoch unterschiedlichen Reaktionsgef aBen 2 0 
unterschiedliche Nukleotid-Basen zugegeben werden, so daB in 

20 den verschiedenen Reaktionsgef aBen 2 0 unterschiedliche Oligonu- 
kleotidketten erzeugt werden. Dies laBt sich auf einfache Weise 
durch ein auf einanderf olgendes Offnen der den entsprechenden 
Vorratsbehalter 64 bis 70 freigebenden Auswahlventile 62 errei- 
chen, wobei dann immer nur die denjenigen Reaktionsgef aBen 2 0 

^^irJ^igeordneten Zuf lihrventile 38 geoffnet sind, in die die ent- 

■^j^flprechende Nukleotid-Base gelangen soil. Zeitlich stellt diese 
auf einanderf olgende Zufiihrung verschiedener ausgewahlter Nu- 
kleotid-Basen in unterschiedliche Reaktionsgef aBe 20 kein 
Problem dar, denn die erf orderliche Wartezeit von 30 Sekunden 

30 ist innerhalb der Taktzeit von 60 Sekunden auch dann noch 

gewahrleistet , wenn alle vier Nukleotid-Basen zugegeben werden. 

Nach Verstreichen der Wartezeit wird die sich in den Reaktions- 
gefaBen 20 befindende Reaktionslosung durch die der dritten 
35 Station 3 2 zugeordneten AblaBkanale 4 0 abgesaugt. Sodann wird 
der Drehteller 16 in der bereits beschriebenen Weise um eine 
Station weitergedreht , so daB der betrachtete Einschub 18 sich 
jetzt in der vierten Station 34 befindet. 
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In der vierten Station 34 finden nacheinander mehrere Operatio- 
nen statt, namlich eine zweite Wasch-Operation, eine Capping- 
Operation, eine dritte Wasch-Operation, eine Oxidations- 
Operation, und eine vierte Wasch-Operation. Hierzu steht die 
5 der vierten Station 34 zugeordnete Fliissigkeits- 

Zuf lihreinrichtung 36 in f liissigkeitsleitender Verbindung mit 
einem zweiten Auswahlventilblock 78 mit drei Auswahlventilen 
80. Das erste dieser Auswahlventile 80 ist mit einem Vorratsbe- 
halter 82 fur ein erstes Capping-Reagens verbunden, das zweite 
io Auswahlventil 80 mit einem Vorratsbehalter 84 fur ein zweites 
Capping-Reagens, und das dritte Auswahlventil 80 mit einem 
Vorratsbehalter 86 fur eine Jodlosung. Des weiteren kann ein 
Waschf llissigkeitsvorratsbehalter 52 1 , der mit dem Vorratsbehal- 
ter 52 identisch sein kann, durch ein Ventil 88 f liissigkeits- 
15 leitend mit der Fliissigkeits-Zuf lihreinrichtung 36 der vierten 

Station 34 verbunden werden. Durch Offnen dieses Ventils 88 und 
aller Zuf lihrventile 38 fur etwa 15 Sekunden wird alien Reakti- 
onsgefaBen 20 zur Ausflihrung der zweiten Wasch-Operation Aceto- 
nitril-Losung zugefuhrt. Die Acetonitr il-L6sung lauft durch die 
20 Reaktionsgef a£e 20 hindurch und in die AblaGkanale 40 der 
vierten Station 34 hinein. 



Dann wird durch SchlieBen des Ventils 88 und Offnen der ent- 
sprechenden Auswahlventile 80 etwa 3 Sekunden lang das im 

2^^fctprratsbehalter 82 enthaltene, erste Capping-Reagens und/oder 

y J*Ws im Vorratsbehalter 84 enthaltene zweite Capping-Reagens den 
Reaktionsgef aBen 20 zugefuhrt. Die mit diesen Reagenzien durch- 
gefiihrte, sogenannte Capping-Operation ist notwendig , weil nie 
100% der in den Reaktionsgef aBen 20 enthaltenen Oligonukleotid- 

30 ketten in der vorhergehenden Coupling-Operation mit den neu 

hinzugegebenen Nukleotid-Bausteinen reagiert haben. Diejenigen 
Kettenenden, die in der Coupling-Operation nicht wie vorgesehen 
reagiert haben, mussen dauerhaft blockiert werden, um die 
Bildung fehlerhafter oligonukleotidketten zu vermeiden. Eine 

35 Wartezeit ist nach der Zugabe der Capping-Reagenz ien nicht zu 
beachten, da diese Reagenzien auBerst schnell reagieren. 
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Auf die Capping-Operation folgt eine analog der zweiten Wasch- 
Operation durchgef uhrte dritte Wasch-Operation, wiederum fiir 
eine Zeitdauer von etwa 15 Sekunden. 



5 Im AnschluB an die dritte Wasch-Operat ion folgt durch SchlieBen 
des Ventils 88 und Offnen des dem Vorratsbehalter 86 fiir Jodlo- 
sung zugeordneten Auswahlventils 80 erne Oxidations-Operation, 
indem die Jodlosung aus dem Vorratsbehalter 86 durch die geoff- 
neten Zuf uhrvent ile 38 den Reaktionsgef aBen 20 etwa 2 Sekunden 
10 lang zugefiihrt wird. Diese Oxidations-Operation stabilisiert 
durch Aufoxidation des Phosphors von P(III) zu P(V) das 
Phosphat-Grundgerust der Ol igonukleotidketten . 



SchluBendlich wird analog der zweiten und der dritten Wasch- 
15 Operation eine vierte Wasch-Operation fur 15 Sekunden durchge- 
fuhrt, um die Jodlosung aus den Reaktionsgef aBen 20 herauszu- 
splilen. Damit ist ein Durchlauf des betrachteten Einschubs 18 
beendet, an den sich weitere Durchlaufe anschlieBen konnen, um 
die gewunschten Nukleotid-Ketten zu erzeugen. Nachdem die 
20 erf orderliche Anzahl von Umlaufen pro Einschub 18 stattgef unden 
hat, kann der entsprechende Einschub aus dem Drehteller 16 
seitlich entnommen werden und durch einen neuen, Start-Basen 
enthaltenden Einschub 18 ersetzt werden. 



2|rfjgBLn den Figuren 2 und 3 sind die Einschube 18 naher erlautert. 

■W^yp^der Einschub 18 ist im wesentlichen stabformig und weist zwei 
zueinander parallele Reihen Reaktionsgef aBe 20 auf, beispiels- 
weise 12 Reaktionsgef aBe pro Reihe. An seinen Langsseiten ist 
jeder Einschub 18 mit zumindest einer Codiernut 90 oder mit 

30 zumindest einem Codiervorsprung 92 versehen. Durch diese 

Codiernuten 90 und/oder Codiervorspriinge 92 ist sichergestellt , 
daB ein bestimmter Einschub 18 nur an einer bestimmten Position 
in den Drehteller 16 eingeschoben werden kann, namlich an 
derjenigen Position, an der der Drehteller 16 Codiernuten 90' 

35 (nicht dargestellt) oder Codiervorspriinge 92 1 aufweist, die den 
Codiernuten 90 oder den Codiervorspriingen 92 des jeweiligen 
Einschubes 18 entsprechen. Eine Fehlbesttickung des Drehtellers 
16 ist somit nahezu ausgeschlossen. 
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Als weiterer Vorteil lassen sich die solcherma'Ben ausgestalte- 
ten Einschube 18 zu Reakt ionsgef aBplatten 94 im Standard MTP- 
Format zusammensetzen (siehe Figur 3), wobei auch dies nur in 
einer bestimmten, durch die Codiernuten 90 und Codiervorsprlinge 
92 der entsprechenden Einschube 18 vorgegebenen Reihenfolge 
moglich ist . 



1543 
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Patent anspruche 



1. Verfahren zur parallelen Herstellung von wenigstens 4n 
Oligonukleotiden, mit den Schritten: 

- Anordnen von wenigstens vier Einschiiben mit je n Reaktionsge- 
faBen auf einem Teller derart, daG ein erster Einschub sich an 
einer ersten Station, ein zweiter Einschub sich an einer zwei- 
ten Station, ein dritter Einschub sich an einer dritten Station 
und ein vierter Einschub sich an einer vierten Station befin- 
den, wobei jedes Reaktionsgef a/3 eine an einen inerten Trager 
gebundene Startbase oder einen Universaltrager enthalt, 

- paralleles Durchftihren von 

a) einer Deblock-Operation zur Entfernung von Schutzgruppen 
gleichzeitig in alien n Reaktionsgef aBen des sich an der ersten 
Station befindenden Einschubes, 

b) einer ersten Wasch-Operation gleichzeitig in alien n Reakti- 
onsgefaBen des sich an der zweiten Station befindenden Einschu- 
bes , 

c) einer Coupling-Operation zum Anfugen einzelner Nukleotide in 
alien n Reaktionsgef alien des sich an der dritten Station befin- 
denden Einschubes, und 

d) einer zweiten Wasch-Operation gefolgt von einer Capping- 
Operation zum Blockieren von Oligonukleotiden , die in der 
vorangegangenen Coupling-Operation nicht die gewiinschte Ketten- 
verlangerung erfahren haben, gefolgt von einer dritten Wasch- 
Operation gefolgt von einer Oxidations-Operation zum Stabili- 
sieren des Phosphatgrundgervistes der Oligonukleotide , gefolgt 
von einer vierten Wasch-Operation gleichzeitig in alien n 
Reaktionsgef a5en des sich an der vierten Station befindenden 
Einschubs, und 

- stationsweises Rotieren der Einschube durch die genannten 
vier Stationen oder der Stationen relativ zu den Einschiiben und 
Ausfiihren der zuvor genannten Operationen solange, bis die 
gewunschten Oligonukleotide durch Aneinanderkoppeln der einzel- 
nen Nukleotide entstanden sind. 
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2- Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet , daB an der zweiten Station zusammen mit 
der dort durchgef uhrten ersten Wasch-Operation eine Monitoring- 
Operation stattfindet, die AufschluB uber die Qualitat der an 
5 der ersten Station durchgef uhrten Deblock-Operation gibt. 

3 . Verfahren nach Anspruch 2 , 

dadurch gekennzeichnet, daB die Monitoring-Operation eine 
Online-Messung der Leitf ahigkeit einer fur die erste Wasch- 
10 Operation verwendeten Waschf lussigkeit umfaBt. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Monitoring-Operation eine 
Online-Messung der Farbintensitat , insbesondere durch Messen 
mittels UV-Licht, einer fur die erste Wasch-Operation verwende- 
ten Waschf lussigkeit umfaBt. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB die erste Wasch-Operation solange 

20 durchgef uhrt wird, bis die Monitoring-Operation ergibt, daB die 
in der vorangegangenen Deblock-Operation entfernten Schutzgrup- 
pen vollstandig ausgespult sind. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

25 dadurch gekennzeichnet, daB bei der an der dritten Station 

durchgef uhrten Coupling-Operation eine ausgewahlte Nukleotid- 
x ^Base gleichzeitig mit einem Aktivator, vorzugsweise Tetrazol, 
den Reaktionsgef aBen zugegeben wird. 

30 7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB bei der an der dritten Station 
durchgef uhrten Coupling-Operation eine Markierungsgruppe, 
insbesondere ein Basenanalogon , ein Farbstoff Oder ein Hapten, 
den Reaktionsgef aBen zugegeben wird. 

35 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Reaikt ionsgef SBe als DurchfluB- 
gefaBe ausgebildet sind, und daB die in den vier Stationen den 
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Reaktionsgef aBen zuzuf uhrenden Flussigkeiten durch Anlegen 
eines Druckgef alles zwischen Reaktionsgef aBeinlaB und Reakti- 
onsgef aBauslaB in die Reaktionsgef aBe hinein und aus ihnen 
heraus befordert werden. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB alle Operationen unter einer 
Schutzgasatmospare durchgefuhrt werden, insbesondere unter 
Stickstoff und/oder Argon. 

10. Vorrichtung zur parallelen Herstellung von wenigstens 4n 
Oligonukleotiden, mit 

- einer ersten Station (28) zur Durchfuhrung einer Deblock- 
Operation, 

- einer zweiten Station (30) zur Durchfuhrung einer ersten 
Wasch-Operat ion , 

- einer dritten Station (32) zur Durchfuhrung einer Coupling- 
Operation , 

- einer vierten Station (34) zur Durchfuhrung einer zweiten 
Wasch-Operation gefolgt von einer Capping-Operation gefolgt von 
einer dritten Wasch-Operation gefolgt von einer Oxidations- 
Operation gefolgt von einer vierten Wasch-Operation, wobei die 
erste, die zweite, die dritte und die vierte Station in Urn- 

f angsrichtung mit Abstand auf einanderf olgen , 

- einem Teller (16) , der wenigstens vier Einschube (18) mit je 
n Reaktionsgef aBen (2 0) derart aufweist, daB ein erster Ein- 

-schub (18) sich an der ersten Station (28) , ein zweiter Ein- 
schub (18) sich an der zweiten Station (30) , ein dritter 
Einschub (18) sich an der dritten Station (32) und ein vierter 
Einschub (18) sich an der vierten Station (34) befindet, wobei 
jedes Reaktionsgef aB (20) als Durchf luBgef aB mit einem Reakti- 
onsgef aBeinlaB und einem Reaktionsgef aBauslaB ausgebildet ist, 

- einer Einrichtung zum Ausfuhren einer stationsweisen Relativ- 
bewegung zwischen dem Teller (16) und den Stationen (28, 30, 
32, 34), 

- einer in jeder Station (28, 30, 32, 34) unmittelbar den 
Reaktionsgef aBeinlassen zugeordneten Flussigkeits-Zuf iihr- 
einrichtung (36) , und 
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- einem in jeder Station (28, 30, 32, 34) unmittelbar jedem 
Reaktionsgef aftauslaG zugeordneten AblaBkanal (40) , wobei jeder 
Reaktionsgef aGeinla/3 in dichtendem Eingriff mit der zugehorigen 
Flussigkeits-Zuf uhreinr ichtung (36) und jeder Reaktionsge- 
faBauslaB in dichtendem Eingriff mit dem zugehorigen AblaBkanal 
(40) ist, wenn sich die Einschube (18) in einer Station (28, 
30, 32, 34) befinden, und wobei zumindest zwischen den Reakti- 
onsgef aBeinlassen und der Fliissigkeits-Zuf uhreinr ichtung (36) 
ein kleiner axialer Abstand besteht, wahrend eine stationsweise 
Relativbewegung zwischen dem Teller (16) und den Stationen (28, 
30, 32, 34) stattfindet. 

11. Vorrichtung nach Anspruch 10, 

dadurch gekennzeichnet , da£ auch zwischen den Reaktionsge- 
faBauslassen und den AblaBkanalen (40) ein kleiner axialer 
Abstand besteht, wahrend eine stationsweise Relativbewegung 
zwischen dem Teller (16) und den Stationen (28, 30, 32, 34) 
stattfindet. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 10 oder 11, 

dadurch gekennzeichnet, da3 der Teller (16) ein Drehteller ist 
und daft alle Flussigkeits-Zuf uhreinr ichtungen (36) in oder auf 
einer Ventiltragerplatte (12) und alle AblaGkanale (40) in 
einer Absaugplatte (14) aufgenommen sind, wobei die Ventiltra- 
gerplatte (12) eine plane Anlageflache (44) zur Oberseite des 
Drehtellers (16) und die Absaugplatte (14) eine plane Anlage- 
flache (48) zur Unterseite des Drehtellers (16) aufweist, und 
dai3 die Reaktionsgef aBeinlasse btindig mit der Oberseite des 
Drehtellers (16) und die Reaktionsgef aBauslasse bundig mit der 
Unterseite des Drehtellers (16) ausgebildet sind. 

13. Vorrichtung nach einem der Anspruche 10 bis 12, 

dadurch gekennzeichnet, da£ jede Flussigkeits-Zuf uhreinr ichtung 
(36) n Zufuhrventile (38) aufweist. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 12 oder 13, 

dadurch gekennzeichnet, da/3 die Ventiltragerplatte (12) und die 
Absaugplatte (14) drehfest sind, und da3 der Drehteller (16) 
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und die Absaugplatte (14) relativ zur Vent i ltragerplatte (12) 
absenkbar sind. 

15. Vorrichtung nach einem der Anspruche 10 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, dafc jeder Einschub (18) sich radial im 
Teller (16) erstreckt und wenigstens eine Reihe, vorzugsweise 
zwei zueinander parallele Reihen, Reakt ionsgef a£e (20) auf- 
weist. 

16. Vorrichtung nach einem der Anspruche 10 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, da!3 die Einschlibe (18) aus Kunststoff 
bestehen, insbesondere aus Polyetheretherketon . 

17. Vorrichtung nach einem der Anspruche 10 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 jeder Einschub (18) an seinen 
Langsseiten eine verschieden ausgestaltete Codiernut (90) Oder 
einen Codiervorsprung (92) aufweist, die mit einem entsprechen- 
den Codiervorsprung (90 ') oder einer entsprechenden Codiernut 
(92* ) des Drehtellers (16) zusammenwirken . 

18 . Vorrichtung nach Anspruch 17 , 

dadurch gekennzeichnet, da£ die Einschlibe (18) mittels der 
Codiernuten (90) und Codiervorsprunge (92) zu Reaktionsge- 
faftplatten (94) zusammensetzbar sind. 
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Zusammenf as sung 

Verfahren und Vorrichtung zur parallelen Herstellung von 
wenigstens 4n Oligonukleotiden 

Bei einem Verfahren und einer Vorrichtung zur parallelen Her- 
stellung von wenigstens 4n Oligonukleotiden werden zunachst 
wenigstens vier Einschtibe mit je n Reaktionsgef aBen auf einem 
"Teller (16) angeordnet, wobei jedes Reaktionsgef aB eine an 
einen inerten Trager gebundene Nukleotid-Startbase enthalt. 
Sodann werden an vier Stationen (28, 30, 32, 34) bestimmte 
Operationen parallel zueinander durchgef uhrt , und zwar eine 
Deblock-Operation gleichzeitig in alien n Reaktionsgef aBen des 
sich an der ersten Station (28) befindenden Einschubes, eine 
erste Wasch-Operation gleichzeitig in alien n Reaktionsgef aBen 
des sich an der zweiten Station (30) befindenden Einschubes, 
eine Coupling-Operation in alien n Reaktionsgef aBen des sich an 
der dritten Station (32) befindenden Einschubes, und, gleich- 
zeitig in alien n Reaktionsgef aBen des sich an der vierten 
Station (34) befindenden Einschubes, eine zweite Wasch- 
Operation gefolgt von einer Capping-Operat ion gefolgt von einer 
dritten Wasch-Operation gefolgt von einer Oxidations-Operation 
gefolgt von einer vierten Wasch-Operation. Der Teller (16) mit 
den Einschiiben wird stationsweise unter Ausfuhren der zuvor 
genannten Operationen solange rotiert, bis die gewunschten 
Oligonukleotide durch Aneinanderkoppeln einzelner Nukleotide 
entstanden sind. 

(Fig. 1) 
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